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alcohol) and eliminating salts by countercurrent extraction. The 
residue 

contains 3% sterols and 40% tocopherols. 
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skin 

against damage due to external influences (UVA, UVB, infrared and 
pollutants) and the effects of ageing (wrinkles and loss of skin 
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COMPOSITIONS A BASE D'HUILE DE LUPIN, NOTAMMENT A BASE D'HUiLE DE LUPIN ET D'HUILE DE 
GERME DE BLE ET LEUR UTILISATION EN COSMETOLOGIE, EN PHARMACIE ET EN TANT QUE 
COMPLEMENT ALIMENTAIRE. 

(57) La presente invention concerne une composition con- 
tenant de I'huile de lupin ou une ou plusieurs fractions de 
celle-ci, son utilisation en cosmetolooie, en pharmacie et en 
tant que complement alimentaire. E\\e concerne plus parti- 
culierement une composition comprenant un melange d'hui- 
le de lupin et de concentrat d'huile de germe de ble, de 
preference dans une proportion en poids de 70 % d'huile de 
lupin et 30 % de concentrat d'huile de germe de ble. 
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COMPOSITIONS A BASE D'HUILE DE LUPIN, NOTAMMENT A BASE 
D'HUILE DE LUPIN ET D'HUILE DE GERME DE BLE ET LEUR 
UTILISATION EN COSMETOLOGIE, EN PHARMACIE ET EN TANT QUE 
COMPLEMENT ALIMENT AIRE 

5 

La pr^sente invention a pour objet de nouvelles compositions k base d' huile 
de lupin, ou de fractions de celle-ci, notamment des concentrats et des 
insaponifiables. 

10 L'huile de lupin peut etre extraite notamment a partir de farines et/ou de 

graines de lupin. 

Le lupin est un proche parent du pois, de la ftve, du soja et du haricot. La 
graine est traditionnellement employee en alimentation humaine pour sa forte teneur 
en prolines. II est £galement incorpord dans l'alimentation des ruminants sous forme 

IS de la plante entiere ou de ses graines et aussi frdquemment utilise comme engrais 
vert. Plus particulterement, quatre espices de lupin pr£sentent un r£el interet 
agronomique : le lupin blanc (lupinus albus), le lupin bleu (lupinus angustifolius), le 
lupin jaune (lupinus luteus) et le lupin changeant (lupinus mutabilis). 

Les vegdtaux constituent une source lipidique abondante et l'extraction 

20 d'huile veg^tale a dej& £te largement realiste. L'huile peut etre alors utilisee 
directement, ou sous forme de certaines de ses fractions. Parmi les fractions 
susceptibles d'etre obtenues a partir d'une huile vdgetale, on peut citer les 
insaponifiables ou encore les concentrats. 

Selon la Pharmacopee Europeenne, 2* me edition, page V.3.4.7 ; le terme 

25 « insaponifiable » s'applique aux substances, non volatiles, obtenues par extraction, 
avec un solvant organique d'une solution de la substance a examiner apres 
saponification d'une huile veg&ale ou animate. 

Par ailleurs, la m&hode dite de distillation moleculaire permet de concentrer 
des huiles, issues notamment de plantes (huiles v6g6tales) et d'obtenir des 

30 concentrats dans lesquels la concentration en insaponifiables peut atteindre par 
exemple de I'ordre de 10 % & 20 % en poids, voir mSme plus, cette concentration 
etant de I'ordre de 1% & 2% en poids dans les huiles de depart. 
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Des huiles vdg&ales ont ainsi fait Fobjet d' utilisations diverses, 
essentiellement en cosmdtologie. Par exemple, le brevet FR 92 07830 ddcrit la 
preparation de compositions a base de fractions insaponifiables d' huiles de germe de 
bid et de sdsame pour un usage cosmdtique, ces concentrats dtant obtenus par 
5 distillation moldculaire selon une m&hode prefdrentielle ddcrite au brevet. 

Jusqu'a prdsent, la preparation d'huile de lupin ou de ses fractions, par 
exemple concentrat ou fraction insaponifiable, n'avait pas it& envisagde. 

Les inventeurs ont maintenant prdpard, et c'est Ik que reside Tinvention, de 
nouvelles compositions contenant de l'huile de lupin ou une ou plusieurs fractions de 
10 celle-ci. 

L'huile de lupin peut etre extraite k partir de farines et/ou de graines de lupin. 

Les inventeurs ont constat^ que, de fagon surprenante, ces compositions 
presentaient un certain nombre de propridtds ouvrant la voie k des applications 
variees dans le domaine cosmdtique, pharmaceutique ou alimentaire. 
15 Les dtudes k la base de I'invention ont permis de mettre en Evidence que 

l'huile de lupin ou ses fractions exerce une activity antiradicalaire. 

La prdsente invention vise plus particulifcrement des compositions 
comprenant de l'huile de lupin sous forme d'une fraction constitute par un concentrat 
d'huile de lupin obtenu par distillation moleculaire de l'huile de lupin. 
20 Selon un autre aspect, les compositions k base d'huile de lupin selon 

Tinvention comprennent une ou plusieurs fractions d'huile de lupin sous forme 
d'insaponifiable tel que contenu dans un concentrat d'huile de lupin. 

Avantageusement, la quantity en poids de la fraction insaponifiable dans le 
concentrat d'huile de lupin est d'environ 30 % k environ 70 % , de preference 
25 d'environ 45 % k environ 65 % et de fa^on encore plus prdferde, de I'ordre de 60 %. 

Les inventeurs ont constats que l'huile de lupin possede une teneur 
particulterement dlevde en derives polyphdnoliques, P-carotene et tocopherols et il 
est connu que les derives polyphenoliques contribuent k la stabilite a I'oxydation 
d'une composition les contenant. C'est pourquoi, avantageusement, Tinvention a 
30 pour objet une composition contenant des derives phdnoliques extraits de l'huile de 
lupin. En particulier, cette composition contient une fraction d'huile de lupin 
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contenant des derives ph&ioliques. De preference, la teneur en derives phdnoliques 
est au moins dgale & 20 ppm. 

L'invention a egalement pour objet une composition dans laquelle I'huile de 
lupin ou ses fractions sont en melange avec de l'huile de germe de b\€ ou une ou 
5 plusieurs de ses fractions. Dans ce cas, la fraction d'huile de germe de bli utilisde 
peut etre egalement un concentrat obtenu par distillation moldculaire de ladite huile 
ou encore une fraction insaponifiable contenue dans un tel concentrat. De fa9on 
surprenante, les inventeurs ont maintenant etabli que I'huile de germe de bie ou ses 
fractions pouvait avantageusement etre utilisde en combinaison avec I'huile de lupin 
10 ou ses fractions. 

De preference, lorsque les deux types d'huile sont presents dans une 
composition selon ['invention, I'huile de lupin est en melange avec un concentrat 
d'huile de germe de bli. 

Selon un mode de realisation pr£f<£r£ de V invention, les quantites en poids de 
15 concentrat d'huile de germe de ble et d'huile de lupin varient respectivement entre 
environ 10 % et environ 90 % et entre environ 90 % et environ 10 % de manure k ce 
que le total des quantites de ces deux huiles fasse 100 %. 

De fa?on surprenante, on a par ailleurs constate que dans un certain rapport de 
composition, I'activite antiradicalaire etait nettement meilleure. 
20 C'est pourquoi, une composition priferee selon l'invention, est celle dans 

laquelle les quantites en poids du concentrat d'huile de germe de bie et d'huile de 
lupin sont respectivement de 30 % et 70 %. 

L'invention concerne egalement l'utilisation cosmetique d'une composition 
selon l'invention, notamment comme agent anti-radicalaire, anti-eiastase, protecteur 
25 UVA et/ou B, protecteur de l'ADN contre des dommages, notamment oxydatifs. 
Grace aux activites mises en Evidence pour les compositions selon P invention, il est 
possible d'utiliser les compositions selon l'invention, a titre cosmetique ou 
pharmaceutique, notamment pour la photoprotection, contre le vieillissement 
actinique ou non, et pour la protection de la peau contre des agressions oxydantes y 
30 compris la pollution. 

L'invention a egalement pour objet une composition cosmetique comprenant 
une composition telle que ddcrite prdcedemment. Les compositions cosm£tiques ainsi 
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definies, sont susceptibles d'etre utilises notamment en tant que produit solaire 
protecteur des UVB et/ou A et/ou rayonnement infra-rouge, cr&me restructurante, 
raffermissante, produit, notamment crime pour la prevention et la regression des 
vergetures, crime nutritive, antiride (lutte contre le vieillissement de la peau 
5 epiderme et derme) et protectrice de jour, contour des Ifcvres et des yeux, sticks 
labiaux r£gen£rants et protecteurs de preference en association avec un vehicule 
physiologiquement acceptable. Pour ces utilisations, les compositions cosmetiques 
selon P invention sont avantageusement form ul 6es pour un usage topique, notamment 
sous forme de crimes, d'emulsions, de pommades, de sticks et de gels. 
10 L'invention a dgalement pour objet une methode de traitement cosmetique 

comprenant I'application d'une composition selon Pinvention sur la surface cutande 
d'un individu. 

L'invention vise egalement les compositions selon Pinvention, k titre de 
produit pharmaceutique, et notamment k titre d'agent destine k la prevention ou au 

15 traitement des effets des UVA et/ou UVB sur la peau, aux niveaux epidermique, 
dermique, cellulaire ou extracellulaire k titre d'agent ayant une activite inhibitrice de 
Peiastase, ou k titre d'agent ayant une activite antiradicalaire, ou encore k titre 
d'agent ayant une activite de protection de PADN contre des dommages, notamment 
des dommages oxydatifs. 

20 Dans ce cas, la composition pharmaceutique telle que decrite ci-dessus sera de 

preference en association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

Les compositions cosmetiques ou pharmaceutiques selon Pinvention, peuvent 
presenter une teneur totale en poids en huile de lupin ou ses fractions et huile de 
germe de ble ou ses fractions de Pordre de 0,5 k 10 % environ, de preference de 

25 environ 1% k environ 5%. 

Les compositions selon Pinvention presentent egalement de fafon fort 
avantageuse, une activite anti-oxydante, mise en evidence par la stability a 
Poxydation notamment de Phuile de lupin et du concentrat correspondant. On peut 
egalement citer une application supplemental en tant que complement alimentaire 

30 mettant a profit cette activite anti oxydante. 
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Enfin, Pinvention a egalement pour objet un procede de preparation des 
compositions decrites ci-dessus. Differentes variantes sont envisageables selon les 
compositions. Ainsi, par exemple on peut citer : 

- le melange de deux concentrats d'huile de lupin et d'huile de germe de ble 
S tels qu'obtenus par la methode de distillation moteculaire par exemple telle 

que dScrite dans la revue « Parfumerie Cosmdtique et Arome » (1985 , n° 61, 
page 91-96); 

- le melange prealable des huiles de lupin et de germe de bie suivi de la 
distillation moldculaire du melange selon le procede ddcrit ci-dessus ; 

10 - le melange d'huile de lupin et d'un concentrat d'huile de germe de ble 

obtenu par distillation moldculaire. 

Le concentrat d'huile de germe de ble est avantageusement prepare selon le 
procede de distillation moteculaire ddcrit au brevet FR 92 07830. Selon ce procede, 
Phuile est etatee en couche mince sur la surface chauffte d'un rotor conique toumant 

15 a grande vitesse. On maintient un vide pousse dans Penceinte de distillation. Dans 
ces conditions, il y a evaporation et non pas Ebullition, depuis la surface chaude, des 
constituants de l'insaponifiable dont la separation devient possible par rapport aux 
glycdrides, Pavantage etant que Phuile et l'insaponifiable, reputes fragiles, ne sont 
pas degrades au cours de Poperation. 

20 L'invention sera davantage d^taillee dans les exemples de realisation qui 

suivent qui illustrent la preparation d'huile de lupin et de concentrat d'huile de germe 
de ble, separement ou en melanges, de formulations de compositions a base de tels 
melanges et dedications de leurs activites. 

25 I. Exemples de preparation d'huile de lupin et d'insaponifiable d'huile de lupin 

EXEMPLE 1 : L'huile de lupin 



On utilise des graines issues de semences certifiees, commercialisees par la 
30 societe CANA. 
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Apr£s un pr6-nettoyage, les graines sont sotgneusement nettoyees 
(Elimination des graines et particules etrangSres rdsiduelles, des graines cassees), et 
peuvent etre decortiqu^es. 

Elles sont aplaties dans un broyeur k cylindres ; apr£s conditionnement 
5 hydrothermique & une temperature de 70°C environ, leur humidite varie entre 5% et 
10 %. 

L'extraction de Thuile est alors realist dans un extracteur par percolation a 
Thexane. L'extracteur etant rempli d'ecailles broyees, T extraction est rdalisee par 4 i 
6 lavages k Thexane pour chaque charge. 
10 Apres chaque lavage, le miscella est pompe vers un distillateur ; apr£s 

T6gouttage suivant le dernier lavage, le tourteau est envoye vers un d£solvanteur. 

Le miscella est distille en continu dans un distillateur chaufft par circulation 
de vapeur ; il est continuellement recycle dans le distillateur. 

A la fin des operations, Thuile contenant encore de Thexane est envoyie vers 
15 la distillation finale pour eiiminer Thexane sous vide (de 10mm & 35mm de mercure) 
entre 70°C et 100°C par « stripping » (strippage) pendant 10 mn. 

La composition d'une huile brute extraite de graines selon le proc&te ci- 
dessus est indiqu^e ci-apr^s : 



20 - Caracteres organoleptiques : huile de couleur jaune orange, d'odeur caracteristique. 
- Composition en acides gras : 



Acide myristique C14 


<0,50% 


Acide palmitique C16 


4 a 10% 


Acide palmitoleique C 1 6' 


<2% 


Acide stearique C18 


<4% 


Acide oleiqueC18' 


45 a 65 % 


Acide linoleique C18" 


9 a 17% 


AcidelinoleniqueC18'" 


5 a 1 1 % 


Acide arachidique C20 


<3% 


Acide gadoleique C20' 


2 a 8% 


Acide behenique C22 


<6% 


Acide erucique C22' 


<5% 
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. Acide lignocerique C24 

- Teneur en insaponifiable 

- Teneur en carotenes (en mg/lOOg) 

- Teneur en tocopherols 

- Teneur en ddrivis phdnoliques (en Equivalent 
d'acide gallique) 

- Teneur en alcool triterpEnique (alpha-lupdol) 

- Teneur en sterols totaux : 

. % relatif en campEstero! 

. % relatif en stigmasterol 

. % relatif en B sitosterol 

. % relatif en delta 5 - avenasterol 



<2% 

> l,5g/100g 
>25mg/100g 
>0,lg/100g 

> 20 ppm 
0,1 k 1% 
>0,8g/100g 
18*24% 

5 a 10% 
48 k 65 % 
< 5% 



EXEMPLE 2 : Preparation d'un concentrat d'huile de lupin par distillation 
15 moteculaire 



La distillation moteculaire est realise par Statement de Thuile en couche 
mince sur la surface chauffte d'un rotor conique tournant k grande vitesse. On 
maintient un vide pousse dans P enceinte de distillation. On introduit dans un appareil 
20 de distillation moleculaire approprte et de preference du style centrifuge, de l'huile 
de lupin telle qu'obtenue k Texemple 1. Le debit d'alimentation est de 10 k 30 kg par 
heure et de preference entre 1 5 et 20 kg par heure. 

Les paramdtres de la distillations sont les suivants : 

- temperature : 2 10°C 4 250°C ; 
25 - vide de Ik 10 urn (soit 0,13 k 1,3 Pa). 

Le pourcentage distilte dtant proche de 10, on recueille soigneusement ce 
distillat. 

La richesse en mattere non saponifiable de cette fraction distiltee est comprise 
entre 45 %et 65 %. 

30 Les caracteristiques du concentrat ainsi obtenu sont les suivantes : 



- Caracteres organoleptiques : pate jaune-orange 
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- Teneur en squalfcne 

- Teneur en carotenes 

- Teneur en tocopherols 

. % relatif en alpha tocopherol 
. % relatif en gamma tocopherol 
. % relatif en delta tocopherol 

- Teneur en sterols totaux 

. % relatif en campest^rol 

. % relatif en stigmasterol 

. % relatif en B sitosterol 

. % relatif en delta 5 - avenasterol 

. % relatif en delta 7 - stigmasterol 

- Teneur en derives phenoliques, exprimee en 
acide gallique 

- Teneur en insaponifiable total 



ft 0,2g/100g 
*22,0mg/100g 
ft 9,0g/100g 
ft 1,0% 
ft 80,0 % 
ft 15,0% 
*40,0g/100g 
ft 20,0 % 
ft 9,0 % 
ft 60,0 % 
ft 2,0 % 
ft 2,0% 

ft 40,0ppm 
ft 60,0 % 



EXEMPLE 3 : Preparation de 1' insaponifiable d'huile de lupin 



Le concentrat d'huile de lupin obtenu a Texemple 2 est saponifie dans un 
20 rtacteur en acier inoxydable, dans les conditions suivantes : 

On ajoute, pour 100 kg de concentrat, 20 kg d'hydroxyde de potassium en 
ecailles, 250 kg d'alcool et 30 kg d'eau. On porte le melange a reflux pendant 5 
heures. 

La solution hydroalcoolique des savons ainsi obtenue, est dilute de son 
25 volume avec de I'eau demineralisee et extraite par du dichloroethane (DCE) dans un 
appareil k contre-courant par exemple une colonne pulsee, qui extrait seiectivement 
la partie insaponifiable. 

Cette solution d'insaponifiable est alors lavee par de Teau dans un autre 
appareil k contre-courant de fa^on k eiiminer les savons entraines lors de r extraction. 
30 Le DCE est eiimine k raison de 95 % environ, sous pression atmospherique 

dans un appareil d'evaporation k flot tombant, puis revaporation est terminee dans 
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appareil sous vide muni (Tune double enveloppe et d'un inject eur permettant 
Tintroduction de vapeur vive dans la masse, selon le mode operatoire suivant : 

. Le produit est chauffe a 100°C, sous vide de 10mm de Hg (soit 1,3 kPa) 
jusqu'a cessation de la distillation du dichloroethane residuel ; a ce moment, la vapeur 
5 d'eau est injectee dans la masse, a raison de 4% en poids d'eau par rapport au poids 
d'insaponifiable. La duree de T operation est d 'environ 4 heures. 

. Le produit est secte par injection d'azote, en utilisant la tubulure ayant servi 
k Tintroduction de la vapeur. 

. Le produit est alors refroidi et le vide est casse sous courant d'azote. 
10 L'insaponifiable est conserve en fQt polyethylene haute densite et sac 

polyethylene basse densite sous azote jusqu'4 son utilisation. 

L'insaponifiable d'huile de lupin ainsi obtenu est une p3te jaune orange 
contenant : 

- des tocopherols environ 3% 

15 . dont environ 96 % de gamma-tocophgrol 

. et environ 4% d'alpha-tocopherol 

- des sterols environ 40 % avec une teneur relative en : 

. campesterol environ 25 % 

. stigmasterol environ 8% 

20 . D sitosterol environ 52 % 

EXEMPLE 4 : Melange d'un concentrat d'huile de germe de ble et d'huile de lupin. 

25 On prepare un concentrat d'huile de germe de ble selon le procede decrit au 

brevet FR 92 07830 dont le contenu est ici incorpore par reference, et on le melange 
avec de Thuile de lupin telle qu'obtenue a Texemple 1, dans des proportions 
respectives en poids de 30 % et 70 % par rapport au poids total du melange. Les 
caracteristiques du melange obtenu sont les suivantes : 

30 

- Caracteres organoleptiques : huile limpide de couleur jaune orange, d'odeur 
caracteristique. 
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- Composition en acides gras : 





. Acide myristique C14 


<2% 




. Acide palmitique C16 


7 a 14% 




. Acide palmitol&que C16' 


<2% 


5 


. Acide stearique CI 8 


<5% 




.Acide ol6iqueC18' 


38 a 52 % 




. Acidelinol£iqueC18" 


25 a 30 % 




. Acide linotenique €18'" 


4 a 1 1 % 




. Acide arachidique C20 


<3% 


10 


. Acide gadoldique C20' 


2 a 8% 




. Acide Whdnique C22 


1 a 6% 




. Acide erucique C22* 


<5% 




. Acide lignocSrique C24 


<2% 




- Teneur en insaponifiable 


>4g/100g 


15 


- Teneur en carotenes (en mg/lOOg) 


> 15mg/100g 




i ciictu cii lucupuci Ulo 


> Sflflmo/l flOo 

juumgf i vug 




- Teneur en denvds phenoliques 


> 14 mg/kg 




- Teneur en sterols totaux : 


> 2,5 % 




. % relatif en campestdrol 


18 a 25% 


20 


. % relatif en stigmasterol 


3 a 10% 




. % relatif en 6 sitosterol 


48 a 64 % 




. % relatif en delta 5 - avenasterol 


<6% 



II. Exemples de formulation (les produits d6sign6s sous des appellations 
25 commerciales sont, sauf mention particultere, cites dans Pannuaire INCI ; 6 4me 
edition. 

1. Cr&me & Thuile de lupin 



30 



Montanov 68 
Beurre de Karite 
Huile de parafFine 



5,00 % 
3,00 % 
10,00% 
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Cetearyl octanoate 


5,00 % 


Dimethicone 


1,00% 


Huile de lupin 


5,00 % 


Phpnnxvpthanol 


0,40 % 


Phenonip 


0,80 % 


Eau 


59,10 % 


Glycerine 


10,00% 


Controx VP 


0,10% 


Parfun borealis n° 1 


0,60 % 



10 

2. Crfrne hvdratante teg6re & l'huile de lupin 



Huile de vaseline epaisse 2,00 % 

Octyl dodecanol 2,00 % 

15 Cetearyl glucoside 5,00 % 

Huile de jojoba 1,00% 

Squalane 1,00% 

Alcool c&ostdarylique 25 OE 1 ,00 % 

Controx VP 0,10% 

20 Huile de lupin 5,00% 

Eaupurifiee 72,475% 

Citrate trisodique 0, 1 0 % 

Acide citrique monohydrate 0,025 % 

Silicone Q2 1401* 4,00% 

25 Conservateur GD 700* * 0,20 % 

Sepigel 305 0,80 % 

Aloe vera gel 5,00 % 

Parfum composition 53905-1 Synarome 0,30 % 



* Le silicone Q21401 est commercialism par la society Dow Coming sous la 
30 d&ignation Cyclomdthicone et dimethiconol ; 
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** Le conservateur GD 700 est commercialise par la soctete PHYTOCOS sous : 
propylene glycol, eau, ph&ioxy&hanol, methylparaben, butylparaben, 
isobutylparaben, ^thylparaben ; m&hylchlorothiazolinone et m^thylisothiazolinone. 

5 3. Crfeme au concentrat d'huile de lupin 

Esters d'acides gras polyoxy6thyl£n£s 
Acide stdarique 
Alcool cetylique 
10 Huile de vaseline fluide 
Propylene glycol 
Glycerine 

Concentrat d'huile de lupin 

Polyimidazole uree 
1 5 Parahydroxybenzoate de mtthy le 
Parahydroxybenzoate de propyle 
Acide tartrique 
Parfum 
Eau q.s.p 

20 

4. Crfeme & Pinsaponifiable de lupin 



Monostearate de sorbitan polyoxyethytene 3,20 % 

Octyldodecanol 3 ,00 % 

25 Huile d'amande douce 2,80% 

Monostearate de sorbitan 2,00 % 

Huile de vaseline fluide 2,00 % 

Laurate d'hexyle 2,00 % 

Cired'abeille 2,00% 

30 Alcool cetylique 1 ,50 % 

Stearate de dtethytene glycol 1 ,50 % 



Melange de monoglycerides d'alcools gras 



4,00 % 
3,00% 
2,00 % 
2,00 % 
2,00% 
1,50% 
1,00% 
0,20 % 
0,20% 
0,10% 
0,02 % 
0,30% 
100,00% 
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de triglycerides et d' esters cireux 1 ,00 % 

Insaponiflable de lupin 1,00 % 

Parahydroxybenzoate de m^hyle 0,30 % 

Parahydroxybenzoate de propyle 0, 1 0 % 

5 Parftim 0,25 % 

Eau q.s.p 100,00 % 



5. Creme anti-age avec un melange comprenant 30 % de concentrat d'huile de germe 
de b\€ et 70% d'huile de lupin 



10 



Arlacell65 5,00% 

Cetearyl octanoate 14,00 % 

Palmitate de cetyle 1 ,00 % 
Concentrat d'huile de germe de bl6 

15 et huile de lupin 3,00% 

Phenonip 0,80 % 

Phenoxyethanol 0,40 % 

Controx VP 0,10% 

Eau 72,50 % 

20 Sepigel 2,50% 

Parftim Firmenich petit matin 0,70 % 

6. Lait aprfes-soleil avec un melange comprenant 30 % d'un concentrat d'huile de 
germe de ble et 70 % d'huile de lupin 

25 

EmulgadeSE* 6,00% 

Migly ol812 3,00% 

Cetearyl Octanoate 3,00 % 

Beurre de Karite 2,00 % 

30 Alcool cetylique 1 ,00 % 
Concentrat d'huile de germe de ble et 

huile de lupin 1,50 % 



2762512 
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Silicone Q2 1401 2,00% 

Eau 76,90 % 

Glycerine 3,00 % 

Controx VP 0,10% 

5 Phenonip 0,80 % 

Phenoxydthanol 0,40 % 

Parfum eau marine TM 4509 Technicoflor 0,30 % 



* Emulgade SE est commercialism par la soctetd Henkel sous : Glyceryl stearate, 
ceteareth-20, ceteareth-12, cetearyl alcohool et c6tyl palmitate. 

10 

7. Creme solaire avec un melange comprenant 30 % d'un concentrat d'huile de 
eerme de b\€ et 70 % d'huile de lupin 



Eau qsp 100% 

15 Caprylic/Capric Triglyceride 16,10 % 

Dioxyde de titane 1 0,00 % 

Octyl Palmitate 4,64 % 

Benzoate d'alkyle CI2-15 4,00 % 

Cyclomethicone 3,00 % 

20 Cetearyl Octanoate 3,50 % 

Cetyl Dimethicone Copolyol 2,50 % 

Oxyde de zinc 2,00 % 

Aluminium/Magnesium Hydroxide Stearate 2,00 % 

Cetyl Dimethicone 1,00 % 

25 Acide isost^arique 1 ,00 % 

Chlorure de sodium 1 ,00 % 

Phenoxyethanol 0,876 % 

Tocopheryl acetate 0,50 % 

Octyldodecanol 0,28725 % 

30 Methylparaben 0,128 % 

Butylparaben 0,048 % 



2762512 
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Concentrat d'huile de germe de bit et 

huile de lupin 2,00 % 

8. Cr6me solaire avec un melange comprenant 30 % d'un concentrat d'huile de 
5 germe de bl6 et 70 % d'huile de lupin 

Eau qsp 100% 

Octyl Methoxycinnamate 7,50 % 

OctylCocoate 10,00% 

10 Octyl Salicylate 5,00 % 

Oleth-2 3,00 % 

Benzophenone-3 3,00 % 

Huile de vaseline 1 ,80 % 

Stearyl Heptanoate 1 ,425 % 

1 5 Stearamine Oxide 1 ,30 % 

Acrylates/Octylacrylamide Copolymer 1 ,30 % 

Sulfate de Magnesium 0,50 % 

Vitamine E 0,50 % 

Sodium Magnesium Silicate 0,40 % 

20 Phenoxyethanol 0,053 % 

Methylparaben 0,0 1 2 % 

Parfiim 0,20 % 
Concentrat d'huile de germe de bl£ et 

d'huile de lupin 1,00% 



25 



III. Etude de I'activiti antiradicalaire de melange d'huile de lupin et du 
concentrat d'huile de germe de ble : comparaison avec la vitamine E et la 
vitamine C associte au glutathion. 



30 



1. Produits testes 

Cinq £chantillons references ci-apr£s ont eti testes : 
. L0 : huile de germe de ble 



2762512 

16 

. L50 : melange de 50 % de concentrat d'huile de germe de ble ct 50 % 
d'huile de lupin 

. L70 : melange de 30 % de concentrat d'huile de germe de bid et 70 % 
d'huile de lupin 

5 . L90 : melange de 10 % de concentrat d'huile de germe de b\6 et 90 % 

d'huile de lupin 
. LI 00 : huile de lupin pure 

L'activitl de ces cinq lots a ete comparde & celle de P acetate de vitamine E 
(Sigma), d'une association ascorbate de sodium (vitamine C) et glutathion (Sigma), 
10 ainsi qu'A celle de la B-carot&ne & 30 % en solution dans un glycfride synthetique 
(Reference 1) et & celle d'un melange de 50 % en poids de concentrat d'huile de 
germe de b\6 et 50 % en poids de concentrat d'huile de sesame (tel que dicrit au 
brevet FR 92 07830) (Reference 2). 

15 2. Matgriels et m6thodes 

2.1. Cultures cellulaires 

Les cellules sont des kdratinocytes dpidermiques humains. On s'est procure 
des teratinocytes & partir d'un d&het operatoire resultant d'une intervention de 
plastie mammaire realist chez une femme &g€e de 40 ans (donneur BIOPREDIC 
20 n° VACHL0009). Les cellules sont utilisees au sixteme passage, elles sont 
ensemencees & 1 x 10 5 cellules par puits dans des plaques de culture de 6 puits. Elles 
sont utilises & confluence. 

2.2. Evaluation de P activity antiradicalaire 

25 EUe est quantifiee par une methode fluorometrique qui met en evidence le 

taux d'hydroperoxydes qui sont des metabolites des radicaux libres. On utilise une 
sonde approprtee qui se transforme en un derive fluorescent en leur presence, selon la 
methode ddcrite par Keston A.S. and Brandt R. (The fluorometric analysis of 
ultramicro quantities of hydrogen peroxide, Anal. Biochem. 11, 1965, 1-5). 

30 

2.3. Irradiation aux U.S.A. et observations des effets de Pirradiation 
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Les radicaux libres sont generes au niveau de la culture cellulaire par 
irradiation par les rayonnements ultraviolets A. Les kSratinocytes sont irradies par 
des rayons UVA du cote inferieur de la monocouche (pour eviter les eventuels effets 
filtres des produits d Pessai) & Paide d'une table a ultraviolets (VILBERT 
5 LOURM AT) pendant 90 minutes ( 1 0 J/cm J ) 

Les produits i Pessai ainsi que les deux produits de reference, reference 1 et 
reference 2, sont solubilis^s dans du dimethylformamide (DMF). 

Les produits a Pessai, L0, L50, L70, L90 et LI 00 sont testes & des 
concentrations de 0,000001 ; 0,00001 ; 0,0001 ; 0,001 et 0,01 % (p/v) (soit 1 ; 10 ; 
10 100 ; 1000 et 10000 ppm) dans le tampon HBSS (solution saline de Hacks) contenant 
0,04 % (v/v) de DMF. 

La concentration en DMF est maintenue constante k 0,04 % (v/v) dans chaque 
dilution. 

Les references 1 et 2 sont testees & 0,01 % (p/v) dans le tampon HBSS 
15 contenant 0,04 % (v/v) de DMF. 

Le melange vitamine C a 0,5 mg/ml + glutathion a 0,5 mg/ml et P acetate de 
vitamine E a 0,1 % (p/v) sont directement soIubilis6s dans le tampon HBSS. 

La sonde destine k mettre en Evidence les hydroperoxydes (sonde CM- 
H2DCF-DA commercialism par MOLECULAR PROBES) a &e utilise & 5nM dans 
20 le milieu d'essai. 

Les keratinocytes sont incubus h temperatures ambiante avec les produits h 
Pessai et les produits de reference pendant Pirradiation, soit 90 minutes. 

2.4. Temoins 

25 Des keratinocytes temoins irradi& (+UVA) ou non irradies (-UVA) par des 

rayons UVA sont incubes dans le tampon HBSS (avec temoin (DMF) ou sans (DMF) 
a 0,04 % (v/v)) et contenant seulement la sonde pendant la durie de P irradiation. 

Apres irradiation, les keratinocytes sont lysies par action des ultrasons. Les 
lysats cellulaires sont transferes dans des plaques de 96 puits et analyses par 

30 fluorimetrie & Paide d'un analyseur de plaques (excitation : 355 nm, Emission : 
460 nm). 

Les resultats sont exprimes en unite de fluorescence / puits de culture 
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3. Resultats 

Les groupes de donndes (groupe de temoin et groupes trails) ont M 
compares par une analyse de la variance & un facteur (ANOVA 1), suivie par un test 
de Dunnett. 

Le pourcentage de protection des produits & Pessai ou des produits de 
reference R, et R 2 a 6\€ calcule a Paide de la formule suivante : 



10 



15 



20 



% de protection 1 



Valeur moyenne obtenue 
avec le te*moin irradie* 



I Valeur moyenne obtenue 
avec le temoin irradie" 



Valeur moyenne obtenue 
avec les produits a Tessai 
ou les produits de reference 

Valeur moyenne obtenue 
avec le temoin non irradie 



xlOO 



Par convention, lorsque les valeurs mesurfes en presence des produits & 
Pessai ou en presence des produits de r^ftrence £taient inftrieures A eel les du 
« temoin non irradid», le pourcentage de protection a 6t6 rapport6 i 100 %. De 
m£me, lorsque ces valeurs itaient sup^rieures & celles du « temoin irradie », le 
pourcentage de protection a 6t£ rapport^ & 0%. 

Les tableaux ci-apr£s (Tableaux 1 a 7) prisentent les resultats obtenus 
exprimds en % de protection. 



Tableau 1 

25 





temoin 


temoin 


vitamine 


acetate 


ref 1 


ref 2 








C + 


de 


0,01 % 


0,01 % 




-UVA 


+ UVA 


glutathion 


vitamine E 


(p/v) 


(p/v) 


% 














de 


100 


0 


100 


65 


62 


93 


protection 
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Tableau 2 



5 





Temoin 
DMF 
-UVA 


Temoin 
DMF 
+ UVA 


L 0 (% p/v) 


0,000001 


0,00001 


0,0001 


0,001 


0,01 


% de 

protection 


100 


0 


64 


56 


96 


28 


23 


Tableau 3 




Temoin 
DMF 
-UVA 


Temoin 
DMF 
+ UVA 


L50(% p/v) 


0.000001 


0,00001 


0,0001 


0,001 


0,01 


% de 
protection 


100 


0 


38 


60 


66 


17 


58 



Tableau 4 





Temoin 
DMF 
-UVA 


Temoin 
DMF 
+ UVA 


L70(%p/v) 


0,000001 


0,00001 


0,0001 


0,001 


0,01 


% de 

protection 


100 


0 


51 


95 


86 


0 


0 



10 Tableau 5 





Temoin 
DMF 
-UVA 


Temoin 
DMF 
+ UVA 


L90(% p/v) 


0,000001 


0.00001 


0,0001 


0,001 


0,01 


% de 

protection 


100 


0 


8 


64 


56 


60 


27 
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Tableau 6 





Temoin 
DMF 
-UVA 


Temoin 
DMF 

+ UVA 


L 100 (% p/v) 


0,000001 


0.00001 


0,0001 


0,001 


0,01 


% de 

protection 


100 


0 


24 


26 


33 


79 


87 



Les r&ultats reportes aux Tableaux 1 k 6 permettent de tirer les conclusions 
5 suivantes : 

- Le DMF k 0,04 % (v/v) utilise comme solvant intermSdiaire des produits k 
tester et des produits de reference (r6f. 1 et r£f. 2) n'a pas d 'effet significatif vis k 
vis de Tintensit6 de la fluorescence 6mise par la sonde, avant et aprfcs irradiation 
des cellules. 

10 - Les deux produits de rdfSrence vitamine C + glutathion d'une part et 

acetate de vitamine E d'autre part, presentent un effet protecteur attendu de 100 % 
et 65 % respectivement vis & vis de I'effet ddtetdre des rayons UVA. 

- Les produits de reference, ref. 1 et r6f. 2 testis k 0,01 % (p/v) presentent 
un effet protecteur de 62 % et 93 % respectivement vis k vis de Teffet d616t6re des 

15 rayons UVA. 

En ce qui concerne les produits a tester, on observe les resultats suivants : 

- un effet protecteur est obtenu avec les produits L 0, L 50, L 70, L 90 et 
L 100 vis k vis des effets d616t£res des rayons UV riches en UVA. 

- le produit L 0 (100 % de concentrat d'huile de germe de bl£) est plus 
20 protecteur aux faibles concentrations testees qu'aux fortes concentrations. 

- un effet inverse est observe pour le produit L 100 (100 % d'huile de 
lupin). 

- les melanges L 50 et L 90 ne sont pas meilleurs que les produits L 0 et 
L 100. 

25 - par contre, de fagon inattendue, le produit L 70, notamment a une 

concentration de 0,0001 % (p/v) est significativement plus protecteur que 
les quatre autres produits. 
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IV. Etude de l'activite anti diastase du produit L 70 et d'une reference anti 
diastase dans un module d'explant de peau humaine. 

L'dtude de l'activitd anti diastase reprdsente un bon indice du vieillissement 
5 de la peau puisqu'il est maintenant bien connu que la degradation des fibles 
dlastiques prdsentes dans le derme met en jeu des diastases endogdnes. Le test 
utilise permet d'dtudier l'activitd anti diastase in vitro dans des coupes d'explant de 
peau humaine. Une application diastase purifide sur une partie limitde de la coupe 
s'accompagne d'une degradation des fibres dlastiques endogdnes. Les fibres 
10 dlastiques sont colorees par la (+) catdchine. Le pourcentage de fibres dlastiques 
intactes par champ optique est dvalud par analyse d' images. Un produit prdsentant 
une activitd anti diastase permet de conserver l'intdgritd des fibres dlastiques en 
prdsence d'dlastase purifide. 

15 1. Produits testds 

Le produit L 70 testd prdcddemment pour son activitd anti radicalaire a dtd 
compard a des produits anti diastase de rdfdrence : Pdlastinal (Sigma), le chlorure 
de mercure (Sigma), et une rdfdrence anti diastase (aosaine). 

20 2. Matdriels et Mdthodes 

2.1. Rdactifs 

On utilise une diastase pancrdatique (type IV, rdfdrence E0258, Sigma). Le 
milieu d'incubation des coupes de peau humaine (« vdhicule ») est le tampon Hdpds 
0,1 M, ajustd a pH 7.5 avec la soude et contenant 0,1 M de chlorure de sodium. 

25 

2.2. Systdme d'essai 

Les coupes de peau sont rdalisdes k partir d'un dechet opdratoire recueilli 
aprfes une plastie abdominale. Le donneur dtait une femme agde de 37 ans. On 
realise des explants de 1 cm de diamdtre et on les depose sur un support de lidge et 
30 on les congdle a -80°C. On rdalise des coupes transverses de 6 /xm d'dpaisseur avec 
un cryomicrotome. Les coupes sont fixdes sur des lames de verre et maintenues 
hydratees avec le vdhicule pendant l'essai. 
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2.3. Preparation des produits k tester et des produits de reference, incubation avec 
le systfcme d'essai 

Les produits k tester, le sont 4 0,5 ; 1 et 5% (v/v) dans le vehicule. 
5 L'61astatinal est teste a 0,01 et 0,1 % (p/v) dans le vehicule. 

Le chlorure de mercure est teste k 0,025 et 0,125% (p/v) dans le vehicule. 

Les dilutions des produits a tester et des produits de reference sont d£pos£es 
sur les coupes de peau, k raison de 100 yA par coupe (0,32 cm 2 de surface), et pr6- 
incubdes pendant dix minutes k 37 6 C. Des bandes de papier filtre (0,16 cm 2 de 
10 surface) imbiWes de vehicule seul (temoin vehicule) ou contenant de l'elastase 
pancreatique k 5 unites internationales (Ul)/ml (temoin enzyme) sont d6posees sur 
les coupes. Les lames sont placees en chambre humide k 37°C pendant trois 
heures. 



15 



20 



25 



30 



2.4. Evaluation de Tactivite ami eiastase 

Aprts Tincubation, les coupes sont rincees avec le milieu d'incubation et 
colorees par la (+) catechine. L'activite de r enzyme en absence et en presence des 
produits k tester ou des produits de reference est 6valuee par analyse d'image : 
Timage des coupes colorees est digitalisde sur un ecran video ; un logiciel 
d'analyse d'image permet de mesurer les niveaux de gris des images binarisees ; on 
mesure la surface occupee par les fibres eiastiques intactes. Les resultats sont 
exprimes en pourcentage de fibres eiastiques intactes par champ optique. 

Le pourcentage d' inhibition de Tactivite eiastase des produits k Tessai et des 
produits de reference est calcuie k Taide de la formule suivante : 



% <T inhibition-; 



Valcur obtenue avec Ic 
temoin enzyme 



Valeur obtenue avec les 
produits a Tessai ou les 
produits de reference 



Valeur obtenue avec le 
temoin vehicule 



Valeur obtenue avec 
temoin enzyme 



1 



X 100 



23 



2762512 



Les resultats sont montres au tableau ci-apres (Tableau 7). 



Tableau 7 



Produit 


Concentration 


% d'inhibition 




% (v/v) 




T6moin vdhicule 




100 


T6moin enzyme 




0 




0,025 


18,4 


Chlorure de mercure 


0,125 


39,3 




0,01 


71.5 


Elastatinal 


0.1 


59,9 




0.5 


32,8 


R6f6rence anti-61astase 


1 


18 


(aosaine) 


5 


68,13 




0,5 


31 


L70 


1 


70 




5 


70 



5 



Le calcul du pourcentage d'inhibition de I'activitd 6lastase donne de fagon 
attendue 100 % en absence d'61astase (temoin vehicule) et 0% en presence 
d'elastase (temoin enzyme). 

L*6lastatinal, teste k 0,01 et 0,1 % (p/v) inhibe respectivement de 71 % et 
10 60 % I'activite de l'61astase. Les fibres d*61astine sont en grande partie intactes 
dans la zone duplication de PSlastase. 

Le chlorure de mercure, teste k 0,025 et 0,125 % (v/v), inhibe 
respectivement de 18 % et 39 % la ddgradation des fibres d'61astine par T6lastase, 

La reference anti-61astase, testae a 0,5 ; 1 et 5% (v/v), inhibe 
15 respectivement de 33 %, 18 % et 68 % la degradation des fibres d'elastine par 
l'elastase. 

L 70, test6 a 0,5 ; 1 et 5% (v/v), inhibe respectivement de 31 %, 70 % et 
70 % la ddgradation des fibres d'Slastine par Tilastase. 
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Ainsi, il apparait que les produits Reference anti-£lastase et L 70 testes k 
0,5 ; 1 et 5% (v/v) presentent une activite anti-61astase. Le produit L 70 est actif k 
des concentrations plus faibles que « R6f6rence anti-elastase ». 

5 V. Etude de r activity anti oxydante d'une composition a base d'huile de lupin 
ou de ses fractions. 

L'activitd anti oxydante est 6valu6e par le test au Rancimat. Ce test 
represente une adaptation du test de Swift pour etre automatis6 sur un appareil 
10 Rancimat (une version du test au Rancimat est commercialism par la Soci6t6 
METROHM, Suisse). 

Le tableau ci-apres (Tableau 8) indique les r£sultats de stability au Rancimat 
98°C, 201/h) pour des compositions selon l'invention et, k titre de comparaison, 
pour d'autres huiles d'origine v6g6tale. 

15 

Tableau 8 



ECHANTILLONS ANALYSES 


RESULTATS 


Huile de lupin 


60,4 h 


Huile de tournesol 


environ 10 h ! 


Huile de mai's 


18.2 h 


Huile de sesame 


20,7 h 


Concentrat d'huile de lupin 


> 75 h 



VI. Etude de I'effet protecteur de I'ADN. 

20 

On a 6galement observe que les compositions selon V invention avaient un 
effet protecteur sur I'ADN test6 en utilisant un systfcme generateur d'espfeces 
oxygdnees r6actives induisant la formation de lesions sur TADN. Ce test a permis 
de mettre en evidence, en particulier pour la composition k base de 30 % de 
25 concentrat d'huile de germe de b\6 et de 70 % d'huile de lupin (L70), une 
inhibition significative des dommages cr£6s par une espece oxyg£n£e reactive 
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(ROS), l'oxygdne singulet 0 2 gdn6r6 par eclaircissement du bleu de m&hylfcne, 
r£v£Iatrice de Peffet protecteur. 

1. Produits testes 

5 Les produits de Tinvention L70, L100, sont compares k l'huile de lupin 

raffinee et k un t£moin (p carotene k 3mg/l(X)g). 

2. Principe du test utilise 

Le test utilise est un systfeme biologique de detection de dommages (essai 3- 

10 D) sur de l'ADN capt£ sur microplaque (Analytical Biochemistry, 1995, 232, 37- 
42). Les dommages sont reconnus par les enzymse de reparation et reparSs par des 
extraits cellulaires purifies. La reparation des lesions implique une phase d'excision 
puis de resynthfese du fragment d'ADN endommag6 et excise. Au cours de T6tape 
de synthase rSparatrice, un (ou des) nucl6otide(s) modifies) (dUTP digoxig£nyl6 

15 ou DIG-ll-dUTP) est (sont) incorpor£(s) dans l'ADN. Ces nucleotides sont ensuite 
reconnus par anticorps anti-DIG couple k la phosphatase alcaline. Un substrat de la 
phosphatase alcaline (Lumi-Phos 530) est ensuite ajout£ et le signal luminescent 
emis est mesur6 par un luminom£tre (Lumax 2, commercialise par la societe 
S.F.R.I.). L'intensite du signal recueilli est fonction de differents paramfctres 

20 (extraits, concentration en sels, quantity d'ADN, temps de reaction...) dont celui 
relatif au nombre de lesions r6parees, done de lesions pr6sentes sur l'ADN. Une 
relation dose-reponse est observee dans la limite de 1 k 15 lesions pour 6 kilobases 
pour la plupart des lesions. 

Ce systdme est susceptible de Sparer tout type de lesion puisque toutes les 

25 enzymes de reparation des lesions de l'ADN sont presentes et actives dans les 
extraits. Les dommages oxydatifs sont done reconnus dans ce systfcme. 

Les dommages sont cr66s par par des espfeces oxygendes reactives (ROS) au 
moyen d'un systeme qui induit la formation de lesions sur l'ADN adsorb^ dans un 
puits, conduisant a la lecture d'un signal de synthase r6paratrice. En presence d'un 

30 compose ou d'un melange de composes permettant de proteger l'ADN, du fait par 
exemple de propri6t£s antioxydantes ou antiradicalaires, on observe une 
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diminution, voire une abolition du signal de reparation, reflet de la quantite de 
lesions. 

On g6nfcre, par eclaircissement du bleu de methylene, le ROS 'Oj, puissant 
eiectrophile qui poss&de une dur6e de vie tr&s courte. II rdagit done trfes rapidement 
5 avec des bases de TADN et produit des dommages divers de type modification de 
bases ou perte de bases, trfcs gdnotoxiques. 

3. Matdriels et Methodes 
3.1. Materiel 

10 Les r6actifs utilises sont decrits dans Particle Analytical Biochemistry, 

1995,232,37^2. 

Le signal chimioluminescent est detects k Taide d'un luminom^tre lumax 2 
commercialise par la soci£t£ S. F.R.I. 

15 3.2. Methodes 

3.2.1. Adsorption de TADN cible dans les puits de microplaque 

On met en contact de I'ADN plasmidique (pBS) ultrapurifie (forme 
superenroulee majoritaire) avec les puits sensibilis6s par de la poly-lysine pendant 
30 minutes k 30°C sous agitation tegfcre k une concentration de l/xg/ml dans un 
20 volume de 50/xl. Dans ces conditions, Tadsorption de l'ADN est quantitative 
(environ 40 ng par puits). 

On ajoute un controle positif de reparation consistant en un plasmide 
pr6endommag6 aux UV-C (appeie pBS uv ). 

Aprfcs Tincubation, les puits sont laves 2 fois avec une solution de PBS 
25 additionnde de Tween 20 i 0, 1 % . 

3.2.2. G6n6ration de ROS par eclairement de bleu de methylene 

Une solution stock de bleu de methylene k 10 /xg/ml est dilute k une 
concentration de 4 ng/ml dans de Peau ultrapure (qualite MilliQ de Millipore). 
30 Cette solution est melangte k volume £gal avec diff6rentes dilutions des 

echantillons, et 50 /xl du melange (k 2 ng/ml de bleu de methylene) sont ajoutes 
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dans les puits contenant l'ADN plasmidique adsorb^. Les puits sont poses sur la 
glace et 6clair6s 20 minutes par 2 lampes de 100W, distantes de 30 cm. 

3.2.3. Dilutions des 6chantillons k tester dans le test de protection de l'ADN 
S Les quatre echantillons ont 6i€ testes & 3 dilutions. Les r6sultats sont 

pr6sentes au Tableau 9. 

Les dilutions ont ete realises 2X, dans du propylene glycol, afin d'obtenir 
les dilutions voulues aprfcs addition d'un volume de solution de bleu de methylene 
de 4 ng/ml. 

10 Afin de verifier que 1'abaissement du signal de reparation n'est pas 

asp^cifique, les memes dilutions (IX) sont incubfes dans les memes conditions sur 
du pBS uv . Une dilution ne presentera un effet protecteur que si Ton note un 
abiassement du signal de reparation, k cette dilution, en presence de bleu de 
methylene, et une absence de modification du signal sur le pBS uv . Une inhibition 

15 du signal de reparation contrdle du pBS uv peut par exemple etre expliqu6e par une 
interaction directe de l'6chantillon avec I'ADN qui bloque l'acc&s des lesions aux 
enzymes de reparation. 

Ces differentes dilutions ont 6te incubdes sur de l'ADN non endommage 
20 (pBS) et 6clair6es en I'absence de bleu de methylene. Ce test permet de verifier que 
le produit teste n'est pas genotoxique. 
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Tableau 9 



Composd 1 


Dilution ou 


% d' inhibition 


% d'inhibition 


teste 


Concentration 


specifique 


aspecifique 




0.01 


19 


3 


L70(%) 


0,1 


96 


6 




1 


92 


28 




0,01 


58 


4 


L100 (%) 


0.1 


54 


6 




1 


69 


52 




0.01 


56 


27 


huile de lupin 


0.1 


45 


43 


raffinee (%) 


1 


62 


24 




0,01 


45 


0 


Temoin (%) 


0.1 


53 


(+2) 




1 


45 


0 




0.01 


0 


2 


Propylene 


0.1 


6 


6 


glycol (%) 


1 


13 


7 



4. Rdsultats 

5 lis sont exprimfs comme le pourcentage d 1 inhibition de reparation 

residuelle. La valeur 0% correspond au signal de reparation dans la condition de 
traitement bleu de methylene seul. 

De meme, une inhibition du signal de reparation peut etre parfois observde 
de fa?on aspecifique (en absence de ROS), ceci pouvant etre du k une interaction 

10 directe du compost avec TADN ^sorption de l'ADN du puits, association 
aspecifique avec l'ADN qui va masquer les lesions aux enzymes de reparation...). 
Un controle consistant & incuber les agents testes avec de l'ADN preiese est done 
ajoute. Une diminution du signal dans cette condition reflete une inhibition 
aspdcifique du compose, ind6pendante de ses possibles proprietes de protection de 

15 l'ADN contre des dommages oxydatifs. 
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Les valeurs donndes dans le Tableau 9 sont calculees a partir des valeurs en 
RLU, comme suit : 

Le pourcentage d'inhibition specifique est calcule comme la baisse relative 
de Teffet 16sionnel du aux oxygfcnes singulets g6n6r6s par le bleu de m&hyl&ne 
5 (BM) 6clair6 t soit 

[RLU BM] - [RLU BM + test de dilution] 

X 100 

[RLU BM] 

10 

RLU : Relative Light Unit ; unitS arbitrage de quantity de lumifcre 
BM : condition bleu de m£thyl6ne + lumifcre 

L'effet protecteur d'un compost est d'autant plus fort que son inhibition des 
dommages cr66s par l'oxygfcne singulet est fort, mais il est necessaire de tenir 
15 compte pour 1' interpretation de ces r^sultats de Taspdcificite d'inhibition du signal. 

Le propylene glycol, utilise comme contrdle interne ne prdsente de lui- 
meme que de trfcs faibles propri6t6s protectrices, peu significatives, vis-fr-vis de 
l'oxygfcne singulet. Son effet est done negligeable et il constitue done le controle 
ndgatif. 

20 Le compos* L70 presente ainsi des proprietds protectrices certaines vis-a-vis 

de Poxygene singulet. Son effet aspdeifique est faible. 

L*efficacit6 du compos6 L100 est 6galement satisfaisante. 
En ce qui concerne l'huile de lupin raffin£e, une forte asp^cificite aux trois 
doses testees ne permet pas de conclure avec certitude sur son efficacitS. 
25 Le temoin ne presente pas d'effet-dose, mais ne montre pas, par contre, 

d'aspScificite. 

Enfin, aucun des produits testes n'apparait g^notoxique car aucune Elevation 
du signal de reparation n'a 6te observSe suite k une incubation des produits sur 
l'ADN. 
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REVINDICATIONS 

1 . Composition contenant de l'huile de lupin ou une ou plusieurs fraction de celle-ci. 

5 2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que ladite huile de lupin est 
extraite & partir de farine et/ou de graines de lupin. 

3. Composition selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que ladite fraction est 
un concentrat d'huile de lupin, obtenu par distillation moteculaire de ladite huile. 

10 

4. Composition selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que ladite 
fraction est une fraction insaponifiable contenue dans un concentrat obtenu par 
distillation moleculaire de ladite huile. 

IS S. Composition selon la revendication 4, caracterisee en ce que la quant ite en poids de 
la fraction insaponifiable dans le concentrat d'huile de lupin est d'environ 30 % & 
environ 70 % , de preference d'environ 45 % environ & 65 %. 

6. Composition caracterisee en ce qu'elle contient des derives polyphenoliques 
20 extraits de l'huile de lupin. 

7. Composition selon la revendication 6, caracterisee en ce qu'elle contient une 
fraction d'huile de lupin contenant des derives phenoliques. 

25 8. Composition selon Tune des revendications 6 ou 7, caracterisee en ce que la teneur 
en derives phenoliques est au moins egale a 20ppm. 

9. Composition selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce qu'elle 
contient de l'huile de germe de bte ou une ou plusieurs fractions de celle-ci. 

30 
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10. Composition selon la revendication 9, caracterisee en ce que ladite fraction d'huile 
de germe de ble est un concentrat obtenu par distillation moleculaire de ladite huile. 

11. Composition selon la revendication 10, caracterisee en ce que ladite fraction 
5 d'huile de germe de ble est une fraction insaponifiable contenue dans un concentrat 

obtenu par distillation moleculaire de ladite huile. 

12. Composition selon la revendication 9, caracterisee en ce qu'elle contient un 
concentrat d'huile de germe de ble en melange avec de Phuile de lupin. 

10 

13. Composition selon la revendication 12, caracterisee en ce que les quantity en 
poids de concentrat d'huile de germe de ble et d'huile de lupin varient respectivement 
entre environ 10 % a environ 90 %, et entre environ 90 % a environ 10 %, de maniere 
a ce que le total des quantity de ces deux huiles fasse 100 %. 

15 

14. Composition selon la revendication 13, caracterisee en ce que les quantites en 
poids de concentrat d'huile de germe de ble et d'huile de lupin sont respectivement de 
30 % et de 70 %. 

20 15. Utilisation cosmetique d'une composition selon l'une des revendications 1 a 14, 
notamment comme agent anti-radicalaire, anti-6lastase, protecteur UVA et/ou UVB, 
protecteur de P ADN contre des dommages, notamment oxydatifs. 

16. Composition cosmetique caracterisee en ce qu'elle comprend une composition 
25 selon Pune des revendications 1 a 15. 

17. Composition cosmetique selon la revendication 16, susceptible d'etre utilisee 
notamment en tant que produit solaire protecteur des UVB et/ou A et/ou 
rayonnement infra-rouge, creme restructurante, raffermissante, produit, notamment 

30 creme pour la prevention et la regression des vergetures, crime nutritive, antiride 
(lutte contre le vieillissement de la peau epiderme et derme) et protectrice de jour, 
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contour des levres et des yeux, sticks labiaux regenerants et protecteurs de preference 
en association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

18. Composition selon la revendication 16 ou 17, caract&isee en ce qu'elle est 
5 formulee pour 1'usage topique, notamment sous forme de cr6me, d'&nulsion, de 

pommade, de stick ou de gel. 

19. Methode de traitement cosmetique, caracteris^s en ce qu'elle comprend 
1'application d'une composition selon Tune des revendications 1 a 14 ou 16 a 18 sur 

10 la surface cutanee d'un individu. 

20. Composition selon Tune des revendications 1 a 14, k titre de produit 
pharmaceutique. 

15 21. Composition selon Tune des revendications 1 a 14 k titre d'agent destine a la 
prevention ou au traitement des effets des UVA et/ou UVB sur la peau aux niveaux 
6pidermique, dermique, cellulaire ou extra-cellulaire. 

22. Composition selon Tune des revendications 1 a 14 4 titre d'agent ayant une 
20 activate inhibitrice de Pelastase. 

23. Composition selon Tune des revendications 1 a 14, k titre d'agent ayant une 
activate anti-radicalaire. 

25 24. Composition selon Tune des revendications 1 k 14 k titre d'agent ayant une 
activate de protection de FADN contre des dommages notamment oxydatifs. 

25. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 20 k 24, caracteris^e 
en ce qu'elle est en association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

30 

26. Utilisation d'une composition selon l'une des revendications 1 a 14 a titre d'agent 
anti oxydant. 
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27. Complement alimentaire, caractdris^ en ce qu'il comprend une composition selon 
Pune des revendications 1 & 14. 

28. Procede de preparation d'une composition selon Tune des revendications 12 & 14, 
caract£ris£ en ce qu'on prepare un concentrat d'huile de germe de bl£ par distillation 
moleculaire et on le melange & de l'huile de lupin. 
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